慢性髓性白血病（CML）是一种起源于造血干细胞的血液系统恶性疾病，Ph染色体\[t（9；22）（q34；q11）\]是其特征性细胞遗传学标志，存在于90%\~95%CML患者中[@b1]。额外染色体异常（ACA）是CML病程演进中出现的额外或多重细胞遗传学改变[@b2]。ACA在初诊CML慢性期患者中的发生率为5%\~10%，在急变期患者中则上升至60%\~80%，往往预示疾病进展[@b1],[@b3]。以伊马替尼为代表的酪氨酸激酶抑制剂（TKI）的广泛应用，使绝大多数CML慢性期患者的生存和生活质量得到改善。TKI治疗过程中，ACA的出现与CML耐药及病程演进密切相关[@b4]。我们通过回顾性分析我院387例CML患者在TKI治疗过程中的细胞遗传学及ABL激酶区点突变资料，旨在分析细胞遗传学变化与CML病程演变的关系。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：2007年1月至2014年12月于我院血液科就诊的387例应用TKI治疗的CML患者纳入研究。间接荧光原位杂交（FISH）技术检测BCR-ABL融合基因均为阳性。其中男254例（65.6%），女133例（34.4%），中位年龄36（15\~80）岁。中位随访时间42.5（2.0\~120.5）个月。CML的诊断、分期及疗效评价参照《血液病诊断及疗效标准》[@b5]。

2．染色体核型分析：染色体制备采用骨髓细胞直接法或24 h短期培养法，常规染色体G显带技术分析核型，所有标本分析细胞数至少为20个。核型异常参照《人类细胞遗传学国际命名体制（2013）》的有关规定进行描述。ACA中，常见异常如+8、+Ph\[+der（22）t（9; 22）（q34; q11）\]、等臂17\[ⅰ（17）（q10）\]、+19及ider（22）（q10）t（9; 22）（q34;q11）称为"主要路径"异常[@b3]。其他少见的染色体异常称为"次要路径"异常。

3．FISH法检测BCR-ABL基因：融合基因探针（双色双融合探针）购自美国Abbott公司，BCR探针显绿色荧光信号，ABL探针显红色信号。实验步骤参照产品说明书。在荧光显微镜下，同一视野下采用两种滤片分别观察杂交信号。每例患者标本用计算机成像系统分析间期细胞200个。

4．ABL激酶区点突变检测：采集外周血或骨髓标本，以EDTA抗凝，用淋巴细胞分离液分离单个核细胞，采用TRIzol试剂提取总RNA。逆转录合成体系及PCR试剂购自日本TaKaRa公司，具体步骤参见产品说明书。巢式PCR扩增ABL激酶区第237\~486位氨基酸片段，终产物864 bp，对PCR产物进行10 g/L琼脂糖凝胶电泳分析。阳性结果送至上海英骏生物技术有限公司进行分析，测序结果应用chroma软件分析。

5．疗效分析：总生存（OS）时间指自接受治疗开始至患者死亡或随访终止；无事件生存（EFS）时间指自接受治疗开始，至进展为加速期或急变期，发生血液学或细胞遗传学复发，任何原因导致TKI停药、死亡或随访终止等事件发生日期为止；无病生存（DFS）时间指从获得完全缓解到复发或死亡或末次随访之日。

6．统计学处理：采用SPSS 18.0软件进行统计学分析，两组之间均数比较应用独立样本*t*检验；率的比较采用*χ*^2^检验或Fisher确切概率法。生存分析采用Kaplan-Meier法，两组之间比较采用Log-rank检验。*P\<*0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、初诊CML患者合并ACA情况及其对生存的影响

1．初诊CML患者染色体核型特征：387例初诊CML患者，慢性期352例（90.9%），加速期8例（2.1%），急变期27例（7.0%）。Ph^+^CML 364例（94.1%），Ph^−^CML 23例（5.9%）。Ph^+^CML中，标准易位t（9; 22）（q34；q11）320例（87.9%）；变异易位5例（1.4%），均为复杂变异易位；Ph^+^CML合并ACA 39例（10.7%）。Ph^−^CML患者中，17例（73.9%）为正常核型，Ph^−^合并其他染色体异常者6例（26.1%）。39例初诊Ph^+^CML合并ACA患者中，−Y者2例（5.1%），−Y以外的染色体异常37例，其中，"主要路径"异常22例（56.4%），包括：der（22）t（9; 22）（q34；q11）10例，+8 7例，i（17q）3例，+Ph 2例；"次要路径"异常15例（38.5%），包括：平衡易位6例，复杂变异3例，−7、+17各1例，其他染色体结构异常4例。

2．ACA伴ABL激酶区点突变情况：39例初诊合并ACA及5例变异易位患者中，慢性期24例，进展期20例；1例慢性期、6例进展期患者放弃治疗。可随访的患者37例，7例进展期患者在初诊时行ABL激酶区点突变检测，3例点突变阳性，包括E459K、C475Y、M351T各1例。

3．初诊CML合并ACA对生存的影响：接受随访的标准易位患者320例，其中慢性期305例，进展期15例；合并ACA患者37例，其中慢性期23例，进展期14例。慢性期患者与进展期患者相比，ACA发生率差异有统计学意义（7.3%对57.1%，*χ*^2^=73.971，*P*\<0.001）。慢性期患者诊断时基本特征见[表1](#t01){ref-type="table"}，标准易位组与合并ACA组相比性别、年龄、WBC、PLT、EUTOS评分差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。两组完全血液学反应（CHR）率分别为97.7%和95.7%（Fisher确切概率法，*P*=0.445），治疗12个月时完全细胞遗传学反应（CCyR）率分别为77.4%和65.2%（*χ*^2^=1.760，*P*=0.185），差异均无统计学意义。累计总的CCyR率分别为88.5%和73.9%（*χ*^2^=4.175，*P*=0.041），累计总的主要分子学反应（MMR）率分别为84.6%和65.2%（*χ*^2^=5.751，*P*=0.016），差异有统计学意义。进一步比较两组长期生存，累计3年OS率分别为93.9%和87.1%（*P*=0.209）；累计3年EFS率分别为71.1%和53.6%（*P*=0.037）；累计3年DFS率分别为81.0%和62.5%（*P*=0.003）（[图1](#figure1){ref-type="fig"},[图2](#figure2){ref-type="fig"},[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![慢性髓性白血病慢性期患者标准易位和合并额外染色体异常（ACA）组总生存比较](cjh-38-02-112-g001){#figure1}

![慢性髓性白血病慢性期患者标准易位和合并额外染色体异常（ACA）组无事件生存比较](cjh-38-02-112-g002){#figure2}

![慢性髓性白血病慢性期患者标准易位和合并额外染色体异常（ACA）组无病生存比较](cjh-38-02-112-g003){#figure3}

###### Ph^+^慢性髓性白血病慢性期患者诊断时基本临床特征

  病例特征                       标准易位组（305例）      合并ACA组（包含变异易位）（24例）   检验值     *P*值
  ------------------------------ ------------------------ ----------------------------------- ---------- ----------
  性别\[例（%）\]                                                                             0.308^a^   0.579
   男                            199（65.2）              17（70.8）                                     
   女                            106（34.8）              7（29.2）                                      
  年龄\[岁，*M*（范围）\]        36（16\~69）             35（11\~70）                        0.283^b^   0.782
  WBC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]   212.94（5.49\~808.00）   193.97（8.40\~513.66）              0.338^b^   0.734
  PLT\[×10^9^/L，*M*（范围）\]   611（91\~3 065）         416（24\~1 226）                    0.945^b^   0.264
  EUTOS评分\[例（%）\]                                                                                   0.263^c^
   低                            278（91.1）              20（83.3）                                     
   高                            27（8.9）                4（16.7）                                      

注：^a^为*χ*^2^值，^b^为*t*值，^c^采用Fisher确切概率法

进展期患者（标准易位15例，合并ACA 14例）中，8例加速期患者选择转换TKI治疗，4例在治疗过程中进展为急变期，中位时间5（2\~11）个月。21例急变期患者，1例放弃治疗，2例患者因严重肺部感染而死亡，9例选择异基因造血干细胞移植（allo-HSCT），5例（55.6%）在移植后12个月处于CCyR状态；另外9例未接受移植患者，在治疗后2年内因疾病进展或严重并发症而死亡。

二、TKI治疗CML过程中ACA的发生情况及对生存的影响

1．TKI治疗CML过程中ACA发生类型和频率：320例初诊标准易位患者，17例失访；随访的303例患者中，232例（76.6%，慢性期217例，进展期15例）无ACA发生，71例（23.4%）出现ACA。出现ACA患者中CML慢性期占18.3%（13例），类型包括：−Y（2例）、−17（3例）、−6（2例）、−5（1例）、变异易位（3例）、+8（2例）；CML进展期占81.7%（58例），类型包括：复杂变异（11例）、−Y（8例）、−17（6例）、−5（8例）、+Ph（6例）、+8（5例）、−7（5例）、−6（4例）、der（22）t（9; 22）（q34；q11）（3例）、−21（2例）。仍处于慢性期患者与出现疾病进展患者相比，ACA发生率差异有统计学意义（5.7%对79.5%，*χ*^2^=168.213，*P*\<0.001）。ACA患者与无ACA患者相比，前者更易出现疾病进展（81.7%对6.5%，*χ*^2^=168.21，*P*\<0.001）。

2．ACA伴ABL激酶区点突变情况：71例TKI治疗过程中出现ACA的患者中，5例进展期患者放弃治疗；3例合并脑出血、多器官功能衰竭死亡；随访的63例患者（慢性期13例，进展期50例），29例（46.0%）ABL激酶区点突变检测阳性，其中慢性期5例（38.5%），进展期24例（48.0%）。慢性期患者与进展期患者相比，突变发生率差异无统计学意义（*χ*^2^=0.378，*P*=0.539）。232例无ACA患者，34例（14.7%）合并ABL激酶区点突变，与ACA组相比，突变发生率差异有统计学意义（*χ*^2^=29.04，*P*\<0.001）。

3．TKI治疗CML过程中出现的ACA对生存的影响：可随访的63例治疗过程中出现ACA患者中，13例慢性期患者应用TKI治疗，治疗12个月后9例（69.2%）获得CCyR，与217例TKI治疗过程中无ACA的慢性期患者相比，两组CCyR率差异无统计学意义（69.2%对78.8%，Fisher确切概率法，*P*=0.487）。进一步比较两组长期生存，累计3年OS率分别为84.6%和98.9%（*P\<*0.001），累计3年EFS率分别为41.7%和92.9%（*P*\<0.001），累计3年DFS率分别为83.3%和98.5%（*P*\<0.001），差异均有统计学意义（[图4](#figure4){ref-type="fig"},[图5](#figure5){ref-type="fig"},[图6](#figure6){ref-type="fig"}）。

![慢性髓性白血病慢性期患者酪氨酸激酶抑制剂治疗过程中出现与未出现额外染色体异常（ACA）组总生存（OS）比较](cjh-38-02-112-g004){#figure4}

![慢性髓性白血病慢性期患者酪氨酸激酶抑制剂治疗过程中出现与未出现额外染色体异常（ACA）组无事件生存比较](cjh-38-02-112-g005){#figure5}

![慢性髓性白血病慢性期患者酪氨酸激酶抑制剂治疗过程中出现与未出现额外染色体异常（ACA）组无病生存比较](cjh-38-02-112-g006){#figure6}

50例进展期且治疗过程中出现ACA患者，26例接受allo-HSCT，24例采用TKI联合化疗或转换TKI治疗，15例（30.0%）在治疗12个月时获得CCyR，与15例进展期无ACA患者相比，两组CCyR率差异无统计学意义（30.0%对46.7%，*χ*^2^=1.431，*P*=0.232）。进一步比较两组长期生存，进展期出现ACA患者累计OS率更低（39.3%对73.9%，*P*=0.086）（[图7](#figure7){ref-type="fig"}）。

![慢性髓性白血病接受酪氨酸激酶抑制剂治疗患者进展期出现与未出现额外染色体异常（ACA）组总生存比较](cjh-38-02-112-g007){#figure7}

讨论 {#s3}
====

以伊马替尼为代表的TKI推广及allo-HSCT方案的优化应用，将CML变为一种可长期管理的慢性疾病，但仍有部分患者难以从目前的治疗中获益。越来越多的研究证实，ACA的出现与CML病程的进展密切相关，如何尽早优化此类患者的治疗方案，成为目前国内外学者研究的焦点。CML病程中，初诊CML合并ACA者常见"主要路径"异常改变。本研究中，387例初诊CML患者，Ph^+^CML占94.1%，合并ACA者占10.7%，其中"主要路径"异常占56.4%。与文献[@b6]报道相一致。另外，23.4%的标准易位患者在治疗过程中出现ACA，CML慢性期患者主要为染色体数目异常，进展期患者除染色体数目改变外，更易伴"主要路径"异常及复杂核型异常。与文献[@b7]报道相比，本组患者治疗过程中ACA的发生率较高，且复杂变异、−17、−5、−6、−7等"次要路径"异常显示较高频率，分析其原因可能与部分患者在接受TKI治疗过程中存在治疗依从性差相关。因此，治疗过程中对患者加强教育，提高依从性，对CML患者诊疗及预后具有重要意义。

CML慢性期进展到加速或急变期往往对TKI反应欠佳[@b8]--[@b10]，对于这类患者，尽管选择转换二代TKI或TKI联合化疗能够使部分患者再次获得治疗反应，但大部分患者很快再次出现疾病进展[@b9],[@b11]--[@b13]，allo-HSCT仍然是目前唯一治愈CML的方案[@b14]--[@b15]。2013年欧洲白血病指南指出，初诊CML合并ACA，尤其是"主要路径"异常往往提示不良预后，但目前的研究不足以提供针对性的治疗计划[@b3]。近来研究报道，唯有"主要路径"提示不良预后，其他ACA改变，不需要更换治疗方案[@b6],[@b16]。本研究中，初诊CML慢性期患者，合并ACA者与标准易位者相比，累计3年OS率差异无统计学意义（*P*=0.209）；但前者EFS及DFS率显著降低（*P*值分别为0.037和0.003），进展期合并ACA者长期生存率下降。与文献[@b4],[@b17]报道相一致。对于治疗过程中出现的ACA，Lee等[@b17]认为，除-7异常外其他染色体改变不需要更改治疗策略；2013年欧洲白血病指南指出,治疗过程中出现"主要路径"异常是证实疾病进展的标志。我们的研究中，治疗过程中出现ACA者，疾病进展率高（*χ*^2^=168.21，*P*\<0.001），CML慢性期治疗过程中出现ACA者与无ACA者相比，前者OS、EFS、DFS率显著降低（*P*值均\<0.001））；进展期治疗过程中出现ACA者总生存率显著下降，预后较无ACA者差（*P*=0.086），与文献[@b18]报道一致。由此可知，初诊或是治疗过程中出现ACA者，更易发生不良事件或疾病进展，随访中需增加病情监测频率，必要时更改治疗策略。

ABL激酶区点突变是CML病程中导致患者复发耐药、治疗失败的重要危险因素，直接影响CML生存和预后[@b19]--[@b20]。本研究进一步分析ABL激酶区点突变与ACA的关系，结果显示初诊合并ACA者行点突变检测阳性率较高，我们推测，部分患者在初诊时可能已存在点突变，成为影响TKI疗效的隐匿因素，对初诊合并ACA患者行ABL激酶区点突变检测可能能为临床治疗提供指导。但本研究初诊ACA患者检测ABL激酶区点突变病例数少，尚需更多的临床数据予以证实。我们的研究结果显示，治疗过程中出现ACA者46.0%ABL激酶区点突变检测阳性，CML慢性期与进展期相比，点突变发生率差异无统计学意义（*χ*^2^=0.378，*P*=0.539）。与文献[@b21]报道相比，本组患者突变率高，可能与研究对象为ACA患者相关。进一步比较ACA与无ACA者点突变发生率，前者更易合并点突变（*χ*^2^=29.04，*P*=0.000），提示细胞遗传学不稳定者可能更易出现ABL激酶区点突变改变。因此，对于这类患者，积极行点突变检测对治疗方案的选择及预后判断同样具有极其重要的作用。

综上所述，CML在病程演进中往往合并ACA，此类患者更易出现不良事件或疾病进展，对患者加强教育，提高依从性，治疗过程中严格按照诊疗监测指南[@b22]行细胞遗传学监测，以及TKI反应欠佳或治疗失败时及时行染色体核型分析及ABL激酶区点突变检测对疾病治疗及预后具有极其重要的作用。
